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Resumo

Devido ao aumento na procura e demanda por produtos lacteos, o estudo de suas composicfes quimicas e das
alteragbes que ocorrem durante o armazenamento é extremamente importante. Por isso, é necessario que se
desenvolvam técnicas analiticas eficientes na investigagdo dos elementos constituintes de tais produtos, sendo que a
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplada ao microscépio eletrénico de varredura (MEV) é uma
técnica que esta se tornando mais explorada nesse ambito. Por conta da caréncia de trabalhos publicados envolvendo a
técnica supracitada na caracterizagdo de produtos lacteos, este trabalho objetivou expandir o conhecimento sobre o
método na érea de laticinios. Na analise de amostras lacteas, 0 MEV fornece informagdes valiosas sobre a morfologia
das particulas, o que é fundamental na escolha das particulas alvo. Posteriormente, através do EDS, é feita a anélise
elementar da superficie nas particulas alvo. Na literatura cientifica, observa-se a utilizagdo do EDS acoplado ao MEV
para caracterizar amostras de leite em p6, sendo relatada a predominancia dos elementos carbono e oxigénio, além da
presenca de minerais. Ainda, as concentragcfes de carbono, oxigénio e nitrogénio, obtidas por meio do EDS, puderam
ser aplicadas em uma formula matricial que permitiu o célculo do contetido superficial de compostos constituintes das
amostras, isto &, proteinas, lactose e gordura. Logo, pelo exposto no decorrer do trabalho, pode-se concluir que o EDS
acoplado ao MEV ¢é uma técnica de microandlise com grande potencial para ser mais explorada e utilizada na
caracterizacdo elementar da superficie de particulas que compdem amostras lacteas.

Palavras-chave: EDS; MEV;, Produtos lacteos; Analise elementar.

Abstract

Due to the increase in demand for dairy products, the study of their chemical compositions and the changes that occur
during storage is extremely important. Therefore, it is necessary to develop efficient analytical techniques in the
investigation of the constituent elements of such products, and X-ray energy dispersive spectroscopy (EDS) coupled
to the scanning electron microscope (SEM) is a technique that is becoming explored in this context. Due to the lack of
published works involving the aforementioned technique in the characterization of dairy products, this work aimed to
expand the knowledge about the method in the dairy area. When analyzing dairy samples, SEM provides valuable
information about particle morphology, which is critical in choosing target particles. Subsequently, through EDS, the
elemental analysis of the surface of the target particles is performed. In the scientific literature, the use of EDS
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coupled with SEM to characterize samples of powdered milk is observed, with the predominance of the elements
carbon and oxygen being reported, in addition to the presence of minerals. Still, the concentrations of carbon, oxygen
and nitrogen, obtained through EDS, could be applied in a matrix formula that allowed the calculation of the surface
content of constituent compounds of the samples, that is, proteins, lactose and fat. Therefore, from what was exposed
in the course of the work, it can be concluded that EDS coupled to SEM is a microanalysis technique with great
potential to be further explored and used in the elementary characterization of the surface of particles that make up
dairy samples.

Keywords: EDS; MEV; Dairy products; Elemental analysis.

Resumen

Debido al aumento de la demanda de productos lacteos, el estudio de sus composiciones quimicas y los cambios que
se producen durante el almacenamiento es de suma importancia. Por lo tanto, es necesario desarrollar técnicas
analiticas eficientes en la investigacion de los elementos constitutivos de dichos productos, y la espectroscopia
dispersiva de energia de rayos X (EDS) acoplada a microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica que se
estd explorando en este contexto. Debido a la falta de trabajos publicados que involucren la técnica mencionada en la
caracterizacién de productos lacteos, este trabajo tuvo como objetivo ampliar el conocimiento sobre el método en el
area lechera. Analizar muestras de productos lacteos, SEM proporciona informacion valiosa sobre la morfologia de las
particulas, que es fundamental para elegir las particulas objetivo. Posteriormente, mediante EDS, se realiza el andlisis
elemental de la superficie de las particulas objetivo. En la literatura cientifica se observa el uso de EDS acoplado a
SEM para caracterizar muestras de leche en polvo, reportdndose el predominio de los elementos carbono y oxigeno,
ademéas de la presencia de minerales. Aun asi, las concentraciones de carbono, oxigeno y nitroégeno, obtenidas
mediante EDS, podrian aplicarse en una formula matricial que permitiera calcular el contenido superficial de los
compuestos constituyentes de las muestras, es decir, proteinas, lactosa y grasa. Por lo tanto, de lo expuesto en el
transcurso del trabajo, se puede concluir que el EDS acoplado a SEM es una técnica de microanalisis con gran
potencial para ser explorada y utilizada en la caracterizacion elemental de la superficie de las particulas que componen
las muestras lacteas.

Palabras clave: EDS; MEV; Productos lacteos; Analisis elemental.

1. Introducéo

No estudo publicado por Daly et al. (2019), constatou-se que, entre os anos de 2010 e 2017, houve um aumento anual
de cerca de 2,2% na procura e demanda de leite e produtos lacteos. Aliado a essa expansdo do mercado lacteo, ao comparar 0s
anos de 2010 e 2017, verificou-se um crescimento de 16,4% na producdo de leite. Dessa forma, torna-se importante o
desenvolvimento de novos métodos de analises lacteas que aliem rapidez e eficiéncia. Pesquisas em leite e derivados aplicam
diferentes técnicas analiticas visando estudar a adequacdo dos produtos as legislagBes vigentes, atender aos atributos de
qualidade esperados, bem como no desenvolvimento de novos produtos (Jesus et al., 2020; Oliveira et al., 2020; Lima et al.,
2020; Manske et al., 2020; Pattaro et al., 2020; Espindola et al., 2020).

Uma das técnicas que se tornou mais explorada para o estudo de amostras l4cteas, devido as suas vantagens, é o
sistema de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS, EDX ou XEDS), também conhecido como espectroscopia de
analise de energia dispersiva de raios-X (EDXA) ou espectroscopia de microanalise de energia dispersiva de raios-X
(EDXMA) (Ismal et al., 2019), que pode ser acoplado ao microscépio eletrbnico de varredura (MEV), o qual permite a
visualizagdo da area da amostra que se deseja estudar. Esse método permite a obtengéo de bons indicios acerca da composi¢do
das superficies das particulas a serem analisadas.

O desenvolvimento da técnica de EDS s6 foi possivel através do estudo feito pelo grupo do fisico Kai Siegbahn, nas
décadas de 1940 e 1950 (Siegbahn, K. et al., 1967), acerca da espectroscopia de fotoelétrons, que consiste na utilizagdo de uma
fonte de radiacdo eletromagnética para promover a ejecdo dos elétrons da amostra. Posteriormente, a espectroscopia de energia
dispersiva foi introduzida no final dos anos 60 como uma opcédo de técnica para analise elementar.

Uma pesquisa feita na base de dados Web of Science, correlacionando os termos EDS, energy dispersive X-ray, EDX,
dairy e milk, entre os anos de 1990 e 2021, mostrou a escassez de artigos publicados englobando tais defini¢fes. A partir da

busca realizada, foi possivel construir um grafico, expresso na Figura 1, demonstrando que nos 31 anos analisados, foram
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publicados, somente, cerca de 367 artigos abrangendo os 5 termos citados e combinados entre si. A pesquisa foi realizada entre
1990 e 2021, visto que so foi encontrado 1 Unico artigo publicado antes dos anos 90 na base de dados escolhida.

Figura 1: Ndmero de artigos publicados entre 1990 e 2021 utilizando diferentes combinagGes dos termos EDS, energy
dispersive X-ray, EDX, dairy e milk.
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Fonte: Autores.

Devido a caréncia de trabalhos publicados envolvendo o uso do EDS acoplado a0 MEV e sua eficiéncia na
caracterizacdo de produtos lacteos, este trabalho tem como objetivo expandir o conhecimento sobre a utilizagdo do método na
area de laticinios, mostrando os fundamentos béasicos da técnica, bem como sua aplicacdo com alguns exemplos retirados da
literatura.

2. Metodologia

O trabalho baseia-se em uma revisdo narrativa por meio pesquisas de bibliografias em diferentes bases de indexacéo,
em temas relacionados a espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplada ao microscopio eletrdnico de
varredura (MEV) aplicados a ciéncia e a tecnologia de lacteos (Pereira, et al., 2018). Buscaram-se artigos cientificos
adicionando as palavras-chave “espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS)”, “microscépio eletrénico de varredura
(MEV)”, "leite", “lacteos”, “leite em p6”, "proteinas lacteas”, "leites fermentados”, “manteiga”, “concentrados proteicos”,
“leite UHT”, “queijos”.

Para ter a certeza de que as informacdes sobre o tema foram retiradas de informagdes confiaveis, pesquisaram-se
apenas artigos cientificos de bases eletrénicas de dados como: Scopus, Scielo, Science Direct, Web of Science e Wiley Online
Library. Os critérios adotados para a selecdo dos artigos incluiram publicacdes em lingua inglesa e portuguesa,
prioritariamente entre os anos de 2011 a 2021.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplado ao microscépio eletrénico de varredura (MEV)

O sistema de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) é uma técnica de microanalise que, acoplada ao
microscdpio eletrénico de varredura (MEV), possibilita uma alta capacidade de ampliacdo e visualizacdo da amostra para
analises de areas especificas (Ferrer-Eres et al., 2010).

O MEV é um equipamento que utiliza um feixe de elétrons para explorar a superficie da amostra e, dessa forma, gerar
imagens com conformacéo tridimensional e de alta resolugdo do material. J4 0 EDS permite a realizacdo de uma avaliagdo
guimica qualitativa e semiquantitativa, dado que sua analise se restringe a superficie da substancia, ndo tendo precisdo, mas
sim, uma estimativa da concentracdo dos elementos presentes. Desse modo, um dos focos necessarios para uma analise
satisfatéria ¢ a topografia da amostra, sendo que quanto mais plano e polido for o material, melhor sera o resultado
semiquantitativo obtido (Duarte et al., 2003; Dedavid et al., 2007, p. 11).

3.1.1 Funcionamento do equipamento e preparagdo da amostra

O principio de funcionamento do EDS se baseia na detec¢do de raios-X emitidos pela amostra durante as transicoes
eletrdnicas ocasionadas por um feixe de elétrons.

Ap06s o material ser colocado no compartimento do MEV, um vécuo é gerado e ja pode-se comecar a escolher a area
que serd analisada. Com o inicio do bombardeamento de feixe de elétrons (Figura 2a), feito pela fonte do microscépio
altamente energética, os elétrons presentes na camada mais interna dos 4&tomos, que se encontram na superficie da amostra, séo
ejetados (Figura 2b), fazendo com que uma lacuna seja formada. Ocorre, assim, uma transicéo eletrénica, em que essa lacuna é
preenchida por elétrons das camadas mais externas (Figura 2c¢), promovendo a emissdo da energia de raio-X (Figura 2d), que
ird equilibrar a diferenca de energia entre os dois estados que o elétron percorreu. A energia de raio-X emitida, sera lida pelo
equipamento de acordo com a voltagem apresentada, e ja que cada elétron de cada elemento quimico tera a energia de emissao

bem definida, o equipamento ira classifica-lo (Scoutaris et al, 2014; Goldstein et al, 2003).
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Figura 2: Esquema de uma estrutura atbmica emitindo energia de raio-X devido a transicdo eletrénica: (a) bombardeamento de

feixe de elétrons; (b) ejecdo do elétron da camada interna; (c) transicdo eletrdnica; (d) emissdo de energia de raio-X

caracteristica.

a)

<)

b)

d)

Fonte: Autores.

Assim que a voltagem emitida é lida pelo detector, um espectro de contagens de raio-X (cps/eV) vs energia (keV) é

gerado (Figura 3). O eixo de contagens é referente as unidades de fotons, relativos a energia das transicdes eletronicas de cada

elemento quimico, que atingem o detector por unidade de area.
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Figura 3: Microadnalise qualitativa de elementos quimicos presentes em uma amostra de cinzas de
leite.

cpsleV

keV

Fonte: Autores.

As duas principais exigéncias para a analise das amostras sdo: que estejam no estado sélido, devido ao vacuo gerado
dentro do MEV assim que o material em andlise é colocado no equipamento, e devem apresentar condutividade (Severin,
2004). Os espécimes devem ser condutores para que se mantenha um fluxo de elétrons na superficie do sistema, ou seja, 0s
elétrons que sdo arrancados podem se locomover para gerar a emissdo da radiacdo. Caso a amostra ndo apresente

condutividade, deve-se revesti-la com uma fina camada de uma substancia condutora (Parween, 2016).

3.1.2 Vantagens e limitacfes da utilizacdo do EDS

A técnica de EDS oferece rapidez para andlises qualitativas e semiquantitativas, podendo, em poucos segundos,
produzir um espectro de raio-X que varia de zero a muitas dezenas de quilo elétron-volts (keV), e poderd produzir esse
espectro de uma amostra de tamanho micron, que teve apenas uma minima preparacdo (Severin, 2004). Além disso, quando
comparado com a técnica de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS), o EDS, ao contrario desse, permite
uma caracterizagdo da superficie em um nivel mais profundo, desde o primeiro micron até os cinco primeiros microns.
Ademais, o EDS permite uma caracterizagcdo muito localizada na particula, enquanto que a area de analise do XPS é maior
(300 x 700m) (Murrieta-Pazos et al., 2012; Murrieta-Pazos et al., 2013).

Em contraste, existem limitagdes a este método, dentre as quais deve-se incluir sua baixa sensibilidade a
oligoelementos e elementos mais leves que o Na. Além disso, a perda de elementos volateis (Na) durante a excitacdo é um
fendmeno bem conhecido (Kursula, 2000). Como o método de espectroscopia por comprimento de onda dispersivo (WDS) é
mais preciso e capaz de detectar abundéncias elementares mais baixas, o EDS é menos comumente usado para analises
quimicas reais, embora as melhorias na resolucédo do detector tornem o EDS uma alternativa confidvel e precisa (Materials

Evaluation and Engineering, Inc., 2016).

3.2 Uso do EDS acoplado ao MEV para a analise de produtos lacteos
No que diz respeito as aplicagdes do EDS acoplado ao MEV, essa técnica analitica esta sendo utilizada para investigar
a superficie de produtos lacteos desidratados como, por exemplo, leite em pd. O leite é composto por uma mistura complexa de

lipideos, proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais. Durante o processo de secagem, esses componentes do leite que eram
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distribuidos de forma uniforme pela solucdo sdo redistribuidos, o que gera uma diferenca entre a superficie e o nicleo das
particulas. As variacfes na distribuicdo superficial dos constituintes do leite podem afetar o produto desidratado quanto a
composicdo, microestrutura, ao estado de aglomeracéo e as propriedades em geral. Por isso, torna-se importante o controle de
qualidade dos produtos lacteos desidratados, o que pode ser feito com o auxilio de técnicas como 0 EDS e 0 MEV (Kim et al.,
2009; Damodaran et al., 2010; Murrieta-Pazos et al., 2013; Toledo et al., 2020).

Em trabalhos apresentados na literatura cientifica, como no estudo feito por Murrieta-Pazos et al. (2013), foram
realizadas caracterizagdes de amostras de leite em pé integral e desnatado por meio de EDS acoplado ao MEV (ESEM Philips
XL30). Anteriormente a esse estudo, poucos autores haviam utilizado o EDS juntamente ao MEV para investigar a composicdo
quimica de produtos lacteos em p6. Por conta disso, além dos leites em p6, os autores analisaram os componentes isolados do
leite (caseina, proteinas do soro de leite, lactose monoidratada e gordura anidra do leite) para validar a metodologia empregada
no trabalho. Ainda, as concentracGes atdmicas relativas de carbono, oxigénio e nitrogénio na superficie (~5 um) dos p6s foram
quantificadas por meio do EDS e, com isso, os valores obtidos foram utilizados em uma férmula de matriz, apresentada a
seguir, para calcular o contetdo superficial relativo dos diferentes compostos que constituem as amostras, isto é, proteinas (P),
lactose (L) e gordura (G) (Murrieta-Pazos et al., 2012; Murrieta-Pazos et al., 2013).

I€= 0PI + oI +0GI® (1)

I°©=aP. 1% + LI +4G.IC  (2)

IN=oP. " +oL.IN +gG.IN®  (3)

Nas equagdes (1), (2) e (3), IS, I° e IN sdo as fragGes molares de carbono, oxigénio e nitrogénio na superficie da
amostra, obtidas pela analise de EDS; I, I°- e I°© sdo as porcentagens tedricas de carbono nas proteinas, na lactose e na
gordura; 197, 94, 1°¢ s3o as porcentagens tedricas de oxigénio nas proteinas, na lactose e na gordura; IN?, IN-, INCG s&g as
porcentagens tedricas de nitrogénio nas proteinas, na lactose e na gordura. Os valores teéricos utilizados nas equagdes foram
retirados da composicao teorica de lactose (C: 50, O: 50), proteinas (C: 65, O: 19, N: 16) e gordura (C: 89,1, O: 10,9). Assim,
resolvendo o sistema de trés equagOes, pode-se determinar os teores de proteinas (aP), lactose (a'L) e gordura (a”G) na
superficie das amostras (Murrieta-Pazos et al., 2012).

Como resultados das analises dos componentes isolados do leite feitas por Murrieta-Pazos et al. (2013), no que tange
ao MEV, foram observados pds parcialmente aglomerados nas amostras de caseina micelar. Ja no caso do isolado proteico do
soro de leite, foram observadas estruturas quase esféricas e individuais e, em comparacdo a caseina micelar, notou-se uma
maior heterogeneidade no tamanho das particulas. Na anélise da lactose, estruturas menos esféricas e mais irregulares do que
as particulas de caseina e de proteinas do soro foram observadas, além de ter sido constatada a presenca de pequenos cristais na
superficie. J4 na analise da gordura anidra do leite, uma gota de gordura fundida foi colocada no suporte e, visto que a
temperatura na camara estava proxima de 5°C, foi formado um filme s6lido.

Ainda com relagdo as analises dos componentes isolados do leite, foram relatadas as composicdes atbmicas obtidas
pelo EDS. No isolado proteico do soro de leite, foram detectados, além dos elementos carbono e oxigénio, nitrogénio e
minerais. A presenca de nitrogénio era esperada, visto que se tratavam de proteinas em p6. Nesse aspecto, vale ressaltar que,
no leite em pg, as proteinas sdo as Unicas moléculas que podem conter o elemento nitrogénio em sua composicao. Ja na analise
da caseina micelar, foram identificados os elementos carbono, oxigénio e nitrogénio, além de maior quantidade de minerais em
comparacao ao isolado proteico do soro, visto que a caseina micelar contém maior teor de célcio e fésforo. Para a lactose, que

é uma molécula de carboidrato, apenas os elementos carbono e oxigénio foram encontrados, conforme o esperado. Finalmente,
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na andlise da gordura anidra do leite, detectaram-se apenas os elementos carbono e oxigénio, sendo que a concentracao
atdmica de carbono foi muito alta. Tais resultados corresponderam a composicao atdmica teérica da gordura anidra do leite.

As analises supracitadas, feitas com os constituintes do leite isolados, confirmam a eficacia da técnica de EDS para
detectar os elementos que realmente constituem as particulas organicas. No entanto, observou-se uma superestimativa do teor
de carbono na lactose, sendo que as razbes de concentracdo atdbmica (C:79,2 e 0:20,0) ndo ficaram de acordo com os valores
estequiométricos esperados (C:50 e O:50). Essa superestimacao do carbono é comum ao usar técnicas de raios-X e isso pode
ter ocorrido por uma contaminacéo de carbono, por conta de impurezas do ar durante a transferéncia da amostra para a cdmara
do EDS ou durante a fabricacdo do produto. Apesar disso, o desvio padrdo ndo variou significativamente, o que indica uma boa
reprodutibilidade dos resultados para uma determinada particula.

Apo6s a validacdo da metodologia no estudo feito por Murrieta-Pazos et al. (2013), o EDS acoplado ao MEV foi
utilizado para analisar a superficie e o niicleo das amostras de leite em po integral e desnatado. Visto que a andlise funciona em
uma profundidade de, aproximadamente, 1 a 5 um, o didmetro da particula pode influenciar nos resultados da anélise. Por
conta disso, os p6s foram peneirados em cinco fraces diferentes, com o objetivo de manter uma profundidade padrdo de
anélise. Ademais, foram determinadas as porcentagens dos principais componentes (proteina, lactose e gordura) presentes na
superficie dos po6s com o auxilio da formula de matriz, isto é, pelo sistema de equacdes (1, 2 e 3) substituido com as
porcentagens atémicas de carbono, oxigénio e nitrogénio, obtidas por EDS. Como resultados, foi observado que, para as cinco
fracOes analisadas do leite em pd integral e para as cinco fragdes analisadas do leite em p6 desnatado, as diferengas entre a
superficie e o nucleo das particulas ndo foram significativas. 1sso pode ser explicado pelo fato de que o EDS possibilita a
caracterizacdo da superficie das particulas em um nivel profundo (1 a 5 um) e, por conta disso, a analise da superficie por EDS
pode ser equivalente ou muito préxima da analise do nucleo por EDS.

Finalmente, como conclusdes do estudo realizado por Murrieta-Pazos et al. (2013), pdde-se constatar que a técnica de
EDS acoplada ao MEV é uma boa escolha para o estudo da estrutura do leite em pd, visto que apresenta a vantagem de
permitir a observacdo da amostra antes de se fazer a analise, ou seja, é possivel focalizar a anélise em uma zona de interesse
(glébulo de gordura, lactose cristalizada, etc) gracas ao microscdpio. No entanto, 0 EDS apresentou alguns problemas com
relagdo a repetibilidade, os quais sdo inerentes a técnica, pois as zonas analisadas sdo muito pequenas e a profundidade da
andlise é consideravel. Por conta disso, dependendo de qual for a localizagdo da zona de anélise, resultados diferentes podem
ser obtidos. Apesar desse inconveniente, ao analisar um grande nimero de particulas em diferentes zonas, € possivel melhorar
a repetibilidade.

Em um outro estudo, desenvolvido por Pereira et al. (2020), foram analisados produtos originados da desidratacdo do
leite e do soro de leite (leite em pé integral, creme de leite em pd, leite em pd desnatado, soro em po parcialmente
desmineralizado, concentrado proteico de leite e concentrado proteico de soro). Assim, 0 MEV acoplado ao EDS (Hitachi TM
3000) foi utilizado para realizar o mapeamento de particulas de interesse nas amostras supracitadas, objetivando gerar
informac0es relevantes sobre a composicao das superficies.

A utilizacdo do MEV, no trabalho desenvolvido por Pereira et al. (2020), possibilitou a identificagcdo das particulas
alvo das amostras, o que foi importante para a posterior obtencdo do perfil espectral das particulas de interesse. Através das
imagens obtidas pelo MEV, os autores observaram que as particulas analisadas apresentaram morfologias, tamanhos e aspectos
de superficies diferentes. As particulas de leite em pé integral e desnatado se apresentaram individualizadas, o que indica que
0s produtos ndo obtiveram aglomeracdo significativa durante a secagem, o que é comum em equipamentos de secagem de um
Unico estagio. Ja as particulas do concentrado proteico de leite apresentaram invaginagoes, as quais podem ter sido formadas
pela desidratagdo da particula rica em caseina. Ademais, as particulas de creme de leite em pé estavam aglomeradas, 0 que

pode indicar que o produto foi fabricado em um equipamento de secagem de mdultiplos estagios ou, ainda, que estariam
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acontecendo interacfes entre os lipideos da superficie das particulas. No que diz respeito ao concentrado proteico de soro,
observou-se que as particulas apresentaram regides murchas, isto é, as particulas ndo estavam tirgidas. Finalmente, na analise
do soro em pé parcialmente desmineralizado, foram observadas particulas com a forma de “Tomahawk”, que é caracteristica
do cristal de lactose.

Com relagéo a constituicdo da superficie das particulas alvo, obtidas através do EDS no trabalho desenvolvido por
Pereira et al. (2020), foi relatada a predominéancia dos elementos carbono e oxigénio, 0 que era previsto por se tratarem de
compostos alimenticios. Além disso, também foi observada a presenca de minerais, como calcio, fosforo e potassio. Ainda,
foram encontrados elementos atipicos a composicdo das amostras alimenticias analisadas, como, por exemplo, aluminio e
silicio. A presenca de aluminio pode ser associada, provavelmente, a manipulacéo industrial que foi realizada para a fabricacéo
e para o envase dos produtos. Ja a presenca de silicio foi identificada na amostra de creme de leite em pd, devido a aspersdo de
dioxido de silicio no produto apds a secagem (o didxido de silicio possui funcéo antiaglutinante durante a estocagem).

Desse modo, a partir dos resultados obtidos no estudo publicado por Pereira et al. (2020), os autores puderam
concluir que o MEV foi importante para fornecer informacfes valiosas acerca da morfologia das particulas, o que foi
fundamental na escolha das particulas alvo. Assim, pdde-se realizar, por meio do EDS, a determinacdo semiquantitativa dos
elementos quimicos presentes na superficie das particulas alvo.

Além dos trabalhos citados, é possivel encontrar, na literatura cientifica, outras pesquisas que envolvem a aplicacao
do EDS acoplado ao MEV para a analise de produtos lacteos, com diferentes objetivos. No estudo realizado por Deng et al.
(2015), por exemplo, houve a producéo de leite fermentado por Lactobacillus brevis enriquecido com selénio elementar. O
selénio é um oligoelemento com variadas fun¢des bioldgicas importantes, porém sua aplicagéo € limitada devido a toxicidade
que apresenta ao organismo humano. Nesse aspecto, o selénio elementar apresenta vantagens por conta de sua alta
biodisponibilidade e baixa toxicidade, o que o torna vidvel para ser utilizado no desenvolvimento de produtos lacteos
funcionais como, por exemplo, o leite fermentado. Ademais, sabe-se que, acima de uma determinada concentragdo, 0s
Lactobacillus podem transformar o selenito em selénio elementar. Logo, neste trabalho, o leite foi fermentado por uma cultura
iniciadora (contendo Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus) e pelos Lactobacillus brevis enriquecidos com
selenito de sdédio. Assim sendo, era esperado que os Lactobacillus brevis reduzissem o selenito tdxico a sua forma menos
toxica, que corresponde ao selénio elementar.

Nesse sentido, no trabalho desenvolvido por Deng et al. (2015), a utilizagdo do EDS (Horiba EX-250) acoplado ao
MEV (Hitachi S-4800) foi importante para analisar as particulas presentes no leite co-fermentado por Lactobacillus brevis
enriquecido com selenito, de modo que fosse possivel verificar a presenga de selénio elementar nesse produto lacteo. Como
resultados das analises realizadas pelo MEV, uma série de nanoesferas com tamanhos entre 20 nm e 200 nm foi visualizada no
leite fermentado. No entanto, a partir da analise por EDS, foi observado que essas nanoesferas ndo geraram espectros com
picos de energia correspondentes ao selénio elementar e, por isso, foram identificadas como sendo proteinas abundantes no
leite, como a caseina. Ademais, através do MEV, foram observados depoésitos de nanoparticulas ao redor das células
bacterianas no leite fermentado. Visto que o espectro gerado pelo EDS para essa area indicou um pico caracteristico que
corresponde ao selénio elementar (proximo a 1,37 keV), os autores puderam confirmar que os Lactobacillus brevis reduziram o
selenito de sddio a selénio elementar (Deng et al., 2015).

Ja em um trabalho desenvolvido por Gandhi et al. (2017), objetivou-se compreender o efeito da solubilidade do
concentrado proteico do leite (MPC80) sobre sua suscetibilidade em iniciar a incrustacdo em superficies de aco inoxidavel
durante o processamento térmico. Visto que a incrustacdo resulta em custos que incluem limpeza do equipamento, perda de
producdo, consumo adicional de energia e outros, é importante compreender a suscetibilidade de determinados produtos a

incrustacdo como, por exemplo, o concentrado proteico do leite, o qual é obtido pela remoc&o parcial da lactose e dos minerais
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do leite desnatado. Ainda, sabe-se que a solubilidade de produtos lacteos em p6 com alto teor de proteina, como o MPC80,
diminui significativamente apds o armazenamento em altas temperaturas, o que afeta 0 comportamento desses produtos no que
diz respeito a incrustacdo em superficies. Nesse sentido, visto que neste estudo o objetivo era compreender a influéncia da
solubilidade do MPCB80 na formacdo de uma camada de incrustacdo sobre superficies de aco inoxidavel, as amostras do
concentrado proteico reconstituido em agua foram armazenadas a 25°C e 40°C.

Assim, no estudo feito por Gandhi et al. (2017), o EDS acoplado ao MEV (FEI Versa 3D DualBeam) auxiliou no
estudo da composi¢do, da microestrutura e da distribuigdo espacial de elementos quimicos ao longo da camada de incrustagdo
formada sobre um trocador de calor de placas (ocasionada pelo MPC80 reconstituido em agua). As analises realizadas pelo
MEV revelaram a heterogeneidade e a espessura desuniforme da camada de incrustacdo, além da distribuicdo de lipideos,
proteinas e célcio na superficie da mesma. Ainda, através do MEV, observou-se que as camadas de incrustacdo formadas pelo
MPC80 pouco soltvel (armazenado a 40°C) eram mais espessas do que aquelas formadas pelo MPC80 mais soltvel
(armazenado a 25°C). Ja a anélise da composicao elementar das camadas incrustadas, feita por meio do EDS, demonstrou que
carbono, oxigénio, nitrogénio e calcio foram os principais elementos constituintes da incrustacdo formada pelo MPC80 menos
e mais sollvel. Além disso, uma pequena porcentagem de enxofre e fosforo foi relatada. Nesse sentido, pdde-se associar a
presenca de carbono e oxigénio com a presenca de lipidios, enquanto a presenca de carbono e nitrogénio foi associada a
presenca de proteinas na camada de incrustacéo. A presenca de uma pequena quantidade de enxofre pode indicar a presenca de
aminoacidos contendo esse elemento quimico. Ademais, 0 mapeamento dos elementos mostrou que o nitrogénio, associado a
presenca de proteinas, estava presente em um ponto especifico, enquanto o calcio estava distribuido por toda a camada de
incrustagéo.

Com estes resultados, concluiu-se que as analises realizadas pelo EDS acoplado ao MEV foram essenciais na
compreensdo da composi¢cdo e da estrutura das camadas de incrustacdo, bem como no entendimento de que a menor
solubilidade do MPC80 gera maiores quantidades de incrustacdo. Assim, as informacBes adquiridas através de ambas as
técnicas acopladas podem ser utilizadas para otimizar as condi¢des de processamento e desenvolver estratégias de limpeza das
superficies que sejam eficazes (Gandhi et al., 2017).

Ainda no que diz respeito a utilizagdo do MEV acoplado ao EDS para a andlise de produtos lacteos, trabalhos nesse
ambito vém sendo desenvolvidos no laboratério de Quimica e Tecnologia, pertencente ao Nucleo de Espectroscopia de
Estrutura Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora. Nesse sentido, alguns resultados de anélises que foram realizadas
com uma amostra de leite em p6 de bufala podem ser observados nas Figuras 4 e 5. A Figura 4, que representa uma imagem
obtida por MEV da amostra de leite de bufala em pé, permite a visualizacdo da morfologia, do tamanho e dos aspectos da
superficie das particulas presentes na amostra, além de ser possivel observar a aglomeragdo das particulas, o que influencia a
solubilidade do leite em pd (Toledo et al., 2020). J& a Figura 5 expressa os resultados da composi¢do da superficie das
particulas presentes na amostra de leite em p6 de bufala, os quais foram obtidos por meio do EDS. No espectro apresentado na
Figura 5, pode-se observar que a amostra analisada possui predominio do elemento oxigénio e, além disso, destacam-se 0s

minerais calcio, fosforo e potassio.
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Figura 4. Micrografia de uma amostra de leite em p6 de bufala com ampliacéo de 1500x.
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Fonte: Autores.

Figura 5. Microanalise qualitativa de elementos quimicos presentes em uma amostra de leite em p6é de bifala.
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4. Consideracdes Finais

Pelo exposto no decorrer deste artigo parece-nos inegavel o crescimento constante do mercado de laticinios e, tendo
em vista essa expansdo, € urgente que métodos que associem eficiéncia e qualidade em suas analises sejam otimizados para a
caracterizacdo de produtos lacteos. Nesse sentido, o sistema de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X, acoplado ao
microscépio eletrénico de varredura, apresenta-se como uma alternativa viavel, considerando sua rapidez e capacidade de
andlise. Portanto, devido a essas caracteristicas, 0 método se mostra apto a ser mais explorado nos estudos de produtos do setor
de laticinios. Trabalhos futuros de pesquisa devem buscar relacionar a técnica de espectroscopia de energia dispersiva de raios-

X acoplada ao microscopio eletrdnico de varredura no controle de qualidade da indUstria de lacteos, bem como no
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desenvolvimento de novos produtos e na solucdo de problemas tecnoldgicos, em associacdo com técnicas usualmente

empregadas nas inddstrias.
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